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序論
5第一節 大要
近年、心筋梗塞や脳梗塞が増加しており、これらの冠動脈疾患の原因として
考えられているのが、生活習慣に起因して起こるメタボリックシンドロームで
ある 1)。メタボリックシンドロームとは、過栄養や運動不足などにより、肥満
を呈することで高血糖や高血圧、脂質代謝異常症などを引き起こし、高頻度に
狭心症や心筋梗塞などの冠動脈疾患を招く病態である(Fig.1-1) 2)。このメタボ
リックシンドロームの主原因として考えられているのが、アディポサイトカイ
ンの異常である 3)。肥満を呈することで、脂肪細胞の数の増加や脂肪細胞の肥
大化が起こり、マクロファージが活性化し、慢性的な炎症反応が生じた結果、
脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカインに異常が起き、全身の代謝障害
を引き起こす4)。アディポサイトカインの中でもレプチンやアディポネクチン
は、食欲の調節やインスリン感受性を増強する作用などインスリン抵抗性を抑
制する働きが知られている 5)。しかし、 TNF-や炎症性サイトカインとして知
られる IL-1やIL-6はインスリンシグナルを阻害し、インスリン抵抗性を発症
させることが明らかになっている 6)。そして、近年、新たにインスリン抵抗性
を引き起こすアディポサイトカインとして同定されたのが、レチノール結合タ
ンパク質（ RBP4） である 7)。
RBP4は、 21 kDaの比較的低分子量タンパク質であり、肝臓に貯蔵されて
いるレチノールを標的臓器に運び、体内のレチノール量を厳密に制御するため
に機能するタンパク質だと考えられてきた 8)。しかし、先行研究により肥満や
糖尿病の脂肪細胞から分泌されるRBP4が、アディポサイトカインとして、肝
臓の糖新生を亢進させ、筋肉では糖の取り込みを阻害することが報告された。
7,9)
しかし、アディポサイトカインとしてのRBP4には不明な点が多いのが現状
である。まず、脂肪組織からのRBP4の増加が、肥満とインスリン抵抗性のど
ちらに起因するのかについて明らかになってはいない。肥満を呈し、インスリ
ン抵抗性を発症し、メタボリックシンドロームになるという一連の流れのどの
段階でRBP4が上昇するのかを明らかにすることは、アディポサイトカインと
してのRBP4の役割を明らかにするために必要である。肝臓に貯蔵されている
レチノールは、RBP4と複合体を形成し、標的臓器へと運ばれるが、増加した
RBP4がレチノールと結合しているのか、RBP4の変動が末梢組織のビタミン
A代謝に影響を及ぼすのかについても不明である。さらに、RBP4の発現機構
についても不明である。
6そこで、上記の3つの疑問を明らかにすることを目的に、食事誘導性の単純
性肥満モデルと自然発症的にインスリン抵抗性を惹起する 2つの異なるモデル
ラットを用いた研究と、脂肪細胞を用いてRBP4遺伝子発現機構の研究を行っ
た。
本研究は、上記の2つの実験について報告する。
Fig.1-1 冠動脈疾患発症概念図
7第二節 メタボリックシンドローム
厚生労働省が発表している人口動態調査によると、平成27年度の死因順位
の第1位が悪性新生物で28.7%、第2位が心疾患で 15.2%、第3位が肺炎の
9.4%、第4位が脳血管疾患で 8.7%、第5位が老衰の6.6%である 10)。第2位
の心疾患や第4位の脳血管疾患などの冠動脈疾患の原因として挙げられている
のが、メタボリックシンドロームである。
Gerald Reavenは、肥満、高インスリン血症、耐糖能異常、脂質異常症の間
の密接な相互関係を「 シンドロームX」 とし 11)、Kaplanは、肥満、高中性脂
肪血症、耐糖能低下、高血圧の集積を「 死の四重奏(deadly quartet)」 とした
12)。さらに、WHOが、インスリン抵抗性と耐糖能異常、脂質異常症、高血
圧、肥満、アルブミン尿などの症状の内、少なく とも 2つ以上あてはまる状態
を「 メタボリックシンドローム」 と提唱した 13)。その後、国際糖尿病連盟によ
り、中心性肥満に加え、高血圧、高中性脂肪、HDL コレステロール低値、空
腹時血糖値の異常の内、 2つが当てはまる状態をメタボリックシンドロームで
あると定義した 14)。日本では、平成17年にメタボリックシンドローム診断基
準検討委員会によって、腹囲が基準値以上（ 男性85cm、女性90cm）、加え
て、中性脂肪値150㎎/dl以上、HDL コレステロール40㎎/dl未満、高血圧、
空腹時血糖値110㎎/dl以上、これらの項目のうち、 2つ以上が当てはまると
「 メタボリックシンドローム」 として定義された 15)。このように、メタボリッ
クシンドロームについての定義は統一されておらず、未だに議論されている。
しかし、すべての定義において、肥満、高血圧、高コレステロール、インスリ
ン抵抗性は偶然に発症したのではなく 、脂肪細胞から分泌されるサイトカイン
による慢性炎症によって引き起こされているのではないかという認識は一致し
ている。
このことから、肥満によって脂肪細胞に炎症が起きることで、アディポサイ
トカインの異常を引き起こし、インスリン抵抗性を発症し、メタボリックシン
ドロームや冠動脈疾患に繋がると考えられている。
以下の節では、肥満とメタボリックシンドロームの間の病態であると考えら
れているインスリン抵抗性と、脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカイン
について述べる。
8第三節 インスリン抵抗性
インスリン抵抗性とは、肝臓や骨格筋などのインスリン感受性組織において
インスリン作用の障害や減弱により、グルコースの取り込みが減少している状
態である 16,17)。インスリン抵抗性の概念図を Fig 1-2に示した。
インスリンは、膵臓のLangerhans島（ 膵島） から分泌されている。膵島
は、卵形の細胞の集合体である。膵島は膵臓全体に散在しているが、体部や頭
部よりも尾部に密である。膵島は、膵臓全体の約2%を占めている。膵臓全体
量の内、外分泌腺が80%を占め、残りは導管と血管が占めている。ヒトは
100~200万個の膵島をもっている。膵島のそれぞれに血管が分布しており、膵
島を流れた血液は胃腸管を流れた血液と同様に肝門脈中に流入する。膵島の細
胞は、その形態と染色性から、A、B、D、 F(PP)細胞に分類されており、A細
胞はグルカゴンを分泌し、B細胞はインスリンを分泌し、D細胞はソマトスタ
チンを分泌し、PP細胞は膵ポリペプチドを分泌する。 B細胞は、膵島細胞の
うちで最も多く 60~75%を占め、一般に膵島の中心部に位置する 18)。
インスリンはインスリン受容体に結合し、一部は標的細胞内に取り込まれ、
エンドサイトーシス過程で生成されたエンドソーム内のプロテアーゼによって
分解される。インスリンの生理学的効果は、最もよく知られているのが血糖値
低下作用である 19,20)。他にも、アミノ酸やカリウム輸送、タンパク質合成の促
進、タンパク質分解の抑制、グリコーゲン合成と解糖系酵素の促進やホスホリ
ラーゼと糖新生酵素の抑制などその作用は多岐に渡る 19)。各組織におけるイン
スリンの効果として、肝臓では、ケトン生成の低下、タンパク質合成、脂質合
成の増加。脂肪組織では、グルコース取り込み増加、脂肪酸合成の上昇、トリ
グリセリドの沈着の増加、リポタンパク質リパー ゼの活性化、ホルモン感受性
リパー ゼの抑制、カリウム取り込みの上昇が知られている 21)。筋肉では、グル
コースの取り込み増加、グリコーゲン合成の増加、アミノ酸の取り込み増加、
リボソームタンパク質合成増加、タンパク質異化の低下、糖新生アミノ酸放出
の低下、ケトン取り込み低下、カリウム取り込み増加など、各組織特異的に働
く作用も持つ、非常に重要なホルモンである 19)。
グルコースの細胞内への取り込みは、促進拡散によって行われる。腸や腎臓
では、Naと共に二次性能動輸送によって細胞内に取り込まれる。このグルコ
ースが、細胞膜を通過し流入する促進拡散を担うグルコーストランスポ ターー
は、細胞膜を 12回貫通する共通する構造を持つタンパク質ファミリーに属
し、それらのN末端と C末端は細胞内に存在している 17)。インスリンは、筋
肉や脂肪組織では、細胞膜のグルコーストランスポ ターーの数を増やすことに
9よって細胞内へのグルコース取り込みを促進する。グルコーストランスポ ター
ーは、発見順に従ってGLUT1から GLUT7まで7種類存在することが明らか
にされている 22)。GLUT1と GLUT3は、胎盤や脳、赤血球、腎臓、腸にて静
止時グルコースの取り込み、GLUT2は、膵島B細胞グルコース感受機構、腸
と腎上皮細胞の管内からのグルコース輸送、GLUT4は、骨格筋や心筋、脂肪
組織にてインスリン刺激時のグルコースの取り込み、GLUT5は空腸や精子に
てフルクトースの輸送、GLUT6は偽遺伝子、GLUT7は、肝臓にて小胞体の
グルコース 6リン酸のトランスポ ター とーして働く ことがこれまでに明らかに
されている 17)。
インスリンと関わりが深いGLUT4は、インスリン感受性細胞の細胞質の小
胞に予備的に貯蔵されている。これらの細胞のインスリン受容体が活性化され
ると、小胞は直ちに細胞膜に向かって移動して融合し、トランスポ ターーが細
胞膜に入る。インスリン作用が止まると、トランスポ ターーを含む細胞膜の領
域はエンドサイトーシスされ、小胞は次のインスリン刺激に対し準備に入る。
インスリン受容体活性化による小胞の細胞膜への移動はPI3キナーゼの活性化
による 23)。
インスリン受容体は、分子量が約340,000 kDaで、 2と 2bの糖タンパク質
サブユニットから構成される四量体である。単一のRNA上で合成され、タン
パク質分解によって分離されてから互いにジスルフィド結合によって結合され
る。 サブユニットは細胞膜を貫通している。 bサブユニットの細胞内部位は
チロシンキナーゼ活性を有している。 と bサブユニットは共にグリコシル化
されており、それらの糖残基は間質液中に延びている。インスリンが受容体と
結合すると、 bサブユニットのチロシンキナーゼが活性化され、 bサブユニッ
トのチロシン残基が自己リン酸化され、インスリンシグナルへと繋がっていく
17)。
しかし、これらのインスリン作用がなんらかの原因により障害されることで
肝臓や末梢のインスリン抵抗性を発症する。インスリン抵抗性は、インスリン
受容体の下流から、細胞の代謝機能に関連するインスリン作用の最終的な基質
までのインスリンシグナルが障害を受けることが示唆されている。これは、 2
型糖尿病患者において、インスリン受容体の数やチロシンキナーゼ活性が正常
であることが報告されているため、インスリン抵抗性とは、インスリンシグナ
ルの障害であるとの認識が高まっている。他にもミトコンドリア機能不全や数
の減少による脂肪酸酸化の減少と脂肪酸アシルCOAとジアシルグリセロール
の蓄積によってインスリン抵抗性が起こるという説もある 24)。
10
これらのインスリン抵抗性の原因として、肥満による細胞外グルコース過多
による耐糖能の低下や、脂肪細胞の炎症によるアディポサイトカイン分泌異常
が挙げられる 25,26)。
Fig.1-2 インスリン抵抗性の概念図
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第四節 アディポサイトカイン
アディポサイトカインとは、脂肪細胞から分泌されるホルモンやサイトカイ
ン、ケモカイン、脂肪酸などの生理活性物質の総称である 27)。これまでに脂肪
細胞に特異的に発現するという定義にあてはまるものだけで、すでに50以上
のアディポサイトカインが同定されている。
最初のアディポサイトカインとして発見されたのが、レプチンである 28)。レ
プチンは、脂肪組織の栄養状態を視床下部のレプチン受容体に伝達すること
で、食欲やエネルギー代謝調節、下垂体ホルモンの調節や交感神経の活動制御
など、多彩な役割を担うホルモンである。これまでエネルギーの貯蔵庫として
のみ捉えられてきた脂肪組織は、実は内分泌臓器であり、アディポサイトカイ
ンを介して他の臓器に作用し、様々 な生理機能を有しているということがレプ
チンの発見により明らかになった。他にも、アディポネクチンは、脂肪組織の
みで合成・ 分泌されるタンパク質でAPM1とも呼ばれている 25)。アディポネ
クチンは、骨格筋や肝臓においてインスリン感受性を増強し、血管壁において
は接着分子群の誘導を抑制し、マクロファージの泡沫化を抑制し、動脈硬化の
進行を防ぐ役割をしている 25)。
しかし、肥満を呈すると TNF-、 IL-6、CRP、フィブリノゲン値が上昇し、
これらのアディポサイトカインがメタボリックシンドロームやインスリン抵抗
性、冠動脈疾患の有意な関連因子となることが明らかになった 29)。
インスリン抵抗性を引き起こすアディポサイトカインとして、最初に同定さ
れたTNF-は、セリン・ スレオニンキナーゼである JNK を活性化し、
IKKb/NF-kb経路を活性化することで IRS-1のセリン残基をリン酸化し、通常
のIRSのシグナルを阻害することや、 TNFにより、GKAP42を分解するこ
とで、 IRSを直接阻害することなどが明らかになっており、炎症性サイトカイ
ンである IL-1は、ERK を介し IRSの発現を転写レベルで減少させることや、
IKKbを介して IRSを阻害することが示されている 30)。他にも、 IL-6は、
SOCS1と SOCS3を誘導することで IRSをユビキチンにより分解することが
明らかになっている 30)。このようにアディポサイトカインが、インスリンシグ
ナルを阻害する系がいくつも明らかになっている(Fig 1-3)。
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Fig.1-3 アディポサイトカインによるインスリンシグナル阻害
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第五節 ビタミン Aの役割と機能
ビタミン Aとは、全トランス レチノールの活性を有するレチノイドのひと
つである。レチノールは、分子量286.5 kDaであり、 4個のイソプレンを有
し、二重結合を 5個含んだ構造を持っている（ Fig.1-5）。レチノールは可逆的
にレチナールに酸化され、さらにレチノイン酸に酸化される。貯蔵型は、レチ
ニルパルミテイトである。βカロテンなどのカロテノイドをプロビタミン Aと
し、開裂されることでレチノイドの活性が得られる。リコペンは、プロビタミ
ン A化合物の特性を持たないカロテンである。これまでに700種以上のカロテ
ノイドが単離されているが、 50種のみがビタミン A活性を有している 。レチ
ノイドやカロテノイドは、光、酸素、金属、熱により酸化や異性化を起こしや
すい。
ビタミン Aの生理作用は、視覚、成長、生殖、皮膚、粘膜上皮の正常保持、
糖タンパク質・ 糖脂質生合成能ならびに粘液分泌機能の維持、さらには聴覚・
味覚作用ときわめて多彩である 31)。
ビタミン Aの欠乏症は、最初にラットで発見され、その後、ヒトを含むすべ
ての哺乳動物が欠乏症になることが示された。ビタミン Aが欠乏すると、成長
が阻害され、骨と神経系は適切に発達できない。また、上皮細胞の分化、増殖
に対する障害が起こる。そのために皮膚は乾燥して肥厚し角質化が起こり、粘
膜上皮の乾燥が認められる。また、腎臓などの腺組織は退化し、生殖器は、生
殖上皮の変化によって両性とも生殖機能を失う。最も顕著なのが、目の障害で
あり、乳幼児の場合、眼球乾燥症が起こり、重篤な場合は失明に至る。成人で
は、夜盲症を発症する 31)。
ビタミン Aは、肉や魚油、乳製品といった動物由来食品からはレチノイドの
形で、緑黄色野菜や果物などの植物由来食品からはプロビタミン Aとして摂取
される。腸管で植物由来食品のプロビタミン Aはレチナールに開裂し CRBPⅡ
と結合する。ミクロソームのレチナールレダクターゼがCRBPⅡと結合してい
るレチナールを認識し、レチノールに変換する。動物由来食品のレチノイド
は、レチノールへの加水分解を受ける。レシチンレチノールアシルトランスフ
ェラーゼ（ LRAT） は、CRBPⅡ-レチノール複合体を認識し、レチノールエス
テルを合成する 64)。CRBPⅡはレチナールやレチノールの酸化を防ぎ、レチノ
ールエステル生成を最適化する。カイロミクロンは、レチノールエステルをト
リアシルグリセロールの加水分解後に形成されたカイロミクロンレムナントと
して肝臓へ運ばれる 32)。
14
肝臓では、体内のビタミン Aの約80%が貯蔵され、その50~80%がビタミン
Aの貯蔵細胞である星細胞に局在する 33, 34)。上皮組織へのビタミン Aの輸送
は、肝細胞内で、レチノールはRBP4と複合体を形成し、レチノール輸送が必
要になるまで小胞体に蓄積される 33)。血液中に分泌された後、 TTRと結合す
る。レチノールに対するRBP4の結合安定性は、 TTRによって高められ、
RBP4のレチノールへの結合親和性が上昇する(Fig.1-6)35)。この結合親和性の
上昇は、RBP4が糸球体濾過や尿中排泄によって失われないようにTTRが
55kDaのホモテトラマ TーTRと変化するからである。
ビタミン A供給が十分な状態では、RBP4合成と蓄積は適切に行われ、新た
に吸収されたビタミン Aが肝臓外に移行することはほとんどない。ビタミン A
欠乏状態では、レチノールと結合していないRBP4が肝細胞内で増大すること
も明らかになっている。
ビタミン Aの分析方法はとして、レチノイドとカロテノイドの共役ポリエン
構造は、特徴的な吸収スペクトルやモル吸光係数、UVもしくは可視吸光スペ
クトルを示す。エタノール溶液中の最大モル吸光係数は、全トランスレチノー
ルは325 nm、全トランスレチナールは381 nm、全トランスレチノイン酸は
350 nmである。レチノールを 325 nmで励起すると、 470 nmの蛍光を発す
る。このことから、吸光度や蛍光を用いたレチノイドやカロテノイドの定量は
逆相の高速液体クロマトグラフィ （ー HPLC） にて行われる。血清レチノール
を分析するためには、レチノール結合タンパク質を分析前にアルコールかアセ
トニトリルの有機溶媒抽出により変性させレチノールを遊離させる 31)。
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Fig.1-5 レチノール化学式
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Fig.1-6 レチノール輸送機構
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第六節 レチノール結合タンパク質（ RBP4）
レチノール結合タンパク質（ RBP4） は、レチノールを肝臓から抹消組織へ
と運ぶ輸送タンパク質の機能を持ったタンパク質である。RBP4は、アミノ酸
183残基、 21kDaの比較的低分子量タンパク質である 36)。RBP4の発現もその
ほとんどが肝臓で合成され、レチノールの動態に応じて、発現が調節されると
考えられてきた 36)。しかし、 Kahnらは、RBP4 トランスジェニックマウスが
インスリン抵抗性を示し、野生型のマウスにリコンビナント RBP4を投与する
とインスリン抵抗性を惹起することを明らかにした 7)。肥満や他の糖尿病モデ
ルの血中RBP4レベルが上昇していることを明らかにした 7)。一方で、RBP4
をノックアウトさせるとインスリン感受性が改善することや、合成レチノイド
である Fenret inideの投与により、尿へのRBP4排泄を促進することで、イン
スリン抵抗性が改善することを示し、RBP4がインスリン抵抗性に寄与するア
ディポサイトカインであると証明した 7)。RBP4がインスリン抵抗性を惹起す
るメカニズムとして、骨格筋におけるインスリン受容体シグナルの低下や肝臓
の糖新生酵素PEPCKの発現上昇などが示されたが、詳細なメカニズムは明ら
かになっていない。また、RBP4の元来の機能であるレチノール輸送との関わ
りについても明らかになっていない。
Fig 7. RBP4
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第二章
食餌性肥満と非肥満型糖尿病がRBP4発現量と
Retinol代謝に及ぼす影響解析
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第七節食餌性肥満モデルと非肥満型糖尿病モデルラットの作出
第一項目的
血中RBP4は、肥満やインスリン抵抗性状態で上昇することが明らかになっ
ている。しかし、肥満とインスリン抵抗性のどちらに起因して上昇するのか、ま
た増加した血中RBP4が末梢組織のRBP4遺伝子発現に及ぼす影響、そして、
レチノール代謝に与える影響については明らかになっていない。そこで、肥満と
インスリン抵抗性を明確に区別したモデルを作成し、解析することを目的に動
物実験を行った。
一般的に肥満を呈するモデルは、食欲中枢に作用し、過食によって肥満を呈し、
インスリン抵抗性を発症するモデルが多く実験に用いられている。そこで、本研
究では 40%高脂肪食を与え、遺伝的な影響を受けずに肥満にさせたモデルを食
餌性肥満モデルとし、インスリン抵抗性モデルには、肥満を伴わないことを特徴
とする 2型糖尿病モデルラット Goto-Kakizaki(GK)ラットを用いて実験を行っ
た。
食餌性肥満モデルと非肥満型インスリン抵抗性モデルの確立までを本節では述
べていく 。
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第二項 動物実験モデルの背景
（ １） Goto-Kakizaki(GK)ラット
Goto-Kakizaki（ GK ラット ） は、糖尿病の発症は糖尿病遺伝子の有無によっ
て決定されるという作業仮説を基に東北大学の後藤、柿崎らによって確立され
た2型糖尿病モデルラットである 36)。
正常ラットにブドウ糖負荷試験を行い、その中から相対的に耐糖能の低下して
いるラットを選択し、交配する。そして、この操作を何代も繰り返し、代を重ね
るごとに耐糖能が高度に低下し、糖尿病状態のラットが発現するのではないか。
もしも、何代交配を繰り返しても耐糖能が低下したラットが発現しなければ、糖
尿病の発症には糖尿病遺伝子の有無によって決定されるという作業仮説である
36)。
この仮説を基に後藤、柿崎らはWistar（ Jcl/Wisar） ラットを用いて、ブドウ糖
負荷試験による選択交配後、第一世代からブドウ糖負荷試験で0、30、60、90、
120分の5時点の血糖値を足した値（ 血糖和） の上昇が認められ、第8世代以
降は兄弟交配を取り入れ、糖尿病モデルラットである GK ラットが誕生した。
この結果から、耐糖能悪化は多因子遺伝が原因であることを示した。
その後、種の保存を目的に伝染病除去と SPF化が行われた 37)。
GK ラットの特徴として、非肥満型・ インスリン分泌不全・ 網膜症・ 腎障害・
神経障害などが挙げられる 38)。GK ラットの成長曲線は、Wistar ラットよりも
有意差はないが低いまま推移し、肥満を呈さない。耐糖能異常は、生後2週齢で
すでに認められ、加齢による変動は認められない。インスリン分泌不全の原因は、
膵島の変形と線維化による面積減少、インスリンを分泌する B 細胞の減少であ
る。さらに、インスリン分泌不全だけでなく 、肝臓のグルコース産生も亢進して
おり、インスリン値の上昇による肝グルコース産生の抑制が認められないこと
から、インスリン感受性の低下も糖尿病の一因である 38)。網膜症は、早期から
明らかな色素漏出が認められている。腎臓の組織学的解析から、GK ラットの糸
球体基底膜の不規則な肥厚、メサンギウム細胞にもマトリクスの増殖性変化が
確認されており、8週齢から尿中アルブミンの有意な排泄量の増加も認められて
いる。神経伝達速度もWistar ラットよりも有意に低下し、有髄神経線維、平均
軸索面積、ミエリン鞘面積が低値であることも確認されている。また、GK ラッ
トは、肝臓での糖新生が増加しているため、肝臓でのインスリン抵抗性が認めら
れている。これは、GK ラットがインスリン分泌不全による糖尿病モデルとして
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だけでなく 、インスリン抵抗性モデルとしても用いることできることを示して
いる 37)。
これらのことから、肥満を呈し、糖尿病を発症する糖尿病モデルと異なり、非
肥満型でありながら耐糖能異常とインスリン抵抗性を呈する糖尿病モデルであ
ることから、本研究の目的の一つである RBP4 の変動が肥満とインスリン抵抗
性のどちらに起因しているのかを明らかにするモデルとして適していると考え、
GK ラットを用いて研究を行った。
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（ ２） 肥満モデルラット
肥満モデル動物は、大きく分けて自然発症モデル、食事性モデルと遺伝子改変
モデルの3つに分けられる 39)。
自然発症モデルの中でもよく用いられるラットとして、レプチン受容体遺伝子
欠損ラット （ Zucker ラット ） とコレシストキニン A 受容体遺伝子変異ラット
（ Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty =OLETFラット ） 41)がある。
Zucker ラットは、1961年にZucker らによって発見された。満腹中枢シグナ
ルを担うレプチン受容体遺伝子欠損ホモ型により、生後 3 週齢頃より肥満を呈
する*)。多食、高脂血症、高インスリン血症、軽度の耐糖能異常を示すことから、
インスリン抵抗性モデルや 2 型糖尿病モデルとしても用いられる。 2 型糖尿病
の合併症である、腎障害や軽度の網膜症は認められるが、神経障害は、発症しな
い。さらに、肥満により免疫応答と TNF-αやIL-1βなどの炎症性サイトカイン
産生の亢進が認められる。
OLETFラットは、インスリン非依存性糖尿病（ NIDDM） のモデルとして用
いられることが多く 、生後18週齢頃から高血糖、高インスリン血症、高脂血症
を発症し、高インスリンにより、膵臓B 細胞が疲弊萎縮を起こし、低インスリ
ン血症になることが明らかになっている。OLETFラットも、肥満だけでなく イ
ンスリン抵抗性モデルとしても用いられる。
Zucker ラットやOLETFラットは、肥満だけでなく 、インスリン抵抗性や糖
尿病を発症するため、単純性肥満モデルには、食事によって肥満を誘導するモデ
ルがよく用いられる。
一方、食事誘導性モデルは、通常食に対し、高脂肪食や、高スクロース食、高
フルクトース食など、それぞれの目的に応じた食餌を与え、体重や血液マ カーー
にて肥満を判断し、モデルを確立する。しかし、食事誘導性モデルは、薬剤など
を用いて病態を発症させるのではないため、発症を見極めるのが難しく 、飼育期
間や方法などを確立させるのが難しい。
現在、肥満モデルとしてよく用いられているのが、40%～60％fat kcalの高脂肪
食を与えて、長期間飼育を行い体重や血中脂質などで肥満を判定するモデルで
ある。
本研究で用いた肥満モデルも、インスリン抵抗性との区別を明確にさせるた
め、40％fat  kcalの高脂肪食を与え、遺伝的ではなく食事によって誘導されたモ
デルを作製した。
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第三項実験方法
（ １） 実験動物および飼育方法
動物実験は、東京農業大学動物実験委員会の承認を受け、東京農業大学高次生命
機能解析センターにて行った。
4週齢雄性のWistar ラット 12匹と 4週齢雄性のGK ラット 12匹を日本クレ
アより購入した。環境に適応させるため個別ケージにて標準飼料である AIN-
93G を与え、自由摂食・ 自由摂水にて一週間予備飼育を行った。明暗サイクル
は、 12 時間。室温は、 23 、湿度 50%±5%。予備飼育一週間後に体重を測定
し、各群で体重のバラつきがないように 4 つの群にグルー プ分けを行った。与
えた飼料は、Wistar ラットに標準飼料である AIN-93G42)を与えたコントロール
群、Wistar ラットに高脂肪食(40%fat  kcal)を与えた肥満群、GK ラットにAIN-
93G を与えたインスリン抵抗性群、GK ラットに高脂肪食(40%fat  kcal)を与え
た群の計4群(n=6)で、それぞれの飼料で10週間飼育を行った。高脂肪食(40%fat 
kcal)に用いた油は、ビタミン Aの含有量が非常に微量である牛脂43)を用い、飼
料中のビタミン A 含有量を一定にした。飼料組成を Table.1に示した。また、
摂取するビタミン Aの量を揃える目的で、pair-feedingを行った。摂水は、自由
摂取とした。毎日同時刻に体重と摂食量の測定を行った。解剖の 3 日前に経口
糖負荷試験を実施した。解剖の12時間前から飼料を抜き、絶食を行った。
解剖は、腹腔内にソムノペンチル(ペントバルビタール 64.8 ㎎/ml 含有)を麻酔
後、心臓採血を行い、臓器を摘出し、素早く液体窒素にて凍結し、 -80の冷凍
庫にて保管した。肝臓は、生理食塩水にて灌流を行った後、液体窒素にて凍結し、
-80の冷凍庫にて保管した。血液は、3000 rpmで15分間遠心分離後、速やか
に生化学的解析に用い、残りの血清を 200µlずつ分注し、 -80の冷凍庫にて保
管した。
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Table.1 食餌組成
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Table.2 AIN-93Gビタミン混合
AIN-93Gビタミン混合 mg/100g
ニコチン酸 300
パントテン酸カルシウム 160
塩酸ピリドキシン 70
塩酸チアミン 60
リボフラビン 60
葉酸 20
D-ビオチン 2
ビタミンＢ12（シアノコバラミン）［0.1%］ 250
ビタミンＥ（全-rac-α-ﾄｺﾌｪﾛｰﾙ酢酸）［50%］ 1500
ビタミンＡ（全-trans-ﾊﾟﾙﾁﾝﾐﾝ酸ﾚﾁﾉｰﾙ） ［500,000U/g] 80
ビタミンＤ3（ｺﾙｶﾙｼﾌｪﾛｰﾙ）［400,000U/g] 25
ビタミンK1（フィロキノン） 7.5
シュークロース 97465.5
合計 100000
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Table.3 AIN-93Gミネラル混合
AIN-93Gミネラル混合 mg/100g
CaCO3 35700
KH2PO4 19600
K3C6H5O7・H2O 7078
NaCl 7400
K2SO4 4660
MgO 2400
FeC6H5O7・XH2O 606
ZnCO3 165
MnCO3 63
CuCO3・Cu(OH)2・H2O 32.4
KIO3 1
Na2SeO4 1.025
(NH4)Mo7O24・4H2O 0.795
Na2SiO3・9H2O 145
CrK(SO4)・12H2O 27.5
LiCl 1.74
H3BO3 8.15
NaF 6.35
NiCO3・2Ni(OH)2・4H2O 3.06
NH4VO3 0.66
シュークロース 22100.32
合計 100000
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（ ２） 経口糖負荷試験
12時間絶食を行った後に、 0分（ 空腹時血糖値） の血糖値をラットの尾静脈
から血液を採取し、メデイセ フーチップを用いて血糖値を測定した。その後、
ラットに1gのグルコースをH2Oに溶解し経口投与し、それぞれ30・ 60・
90・ 120分後に採血し、血糖値を測定した。
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（ ３） 血中グルコース濃度の定量分析
血中グルコース濃度は、グルコースCⅡテストワコ (ー和光純薬工業株式会
社)を用いて測定した。
心臓採血より採取した血液を 3000rpm、 10min遠心分離を行い得られた上
清を血清とし、サンプルとした。
上記の血清0.01mlに発色試薬1.5ml を加え、同様に標準液にも 0.01ml発色
試薬を加え、ボルテックスで撹拌し、 37で5min加温した。
ボルテックスで撹拌後、 120min以内に試薬盲検を対照として、 505nm波長で
標準の吸光度を測定し、検量線を作製し、そこから検体の吸光度に相当する血
中グルコース濃度を求めた。以上の操作を下記に示した。
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（ ４） 統計解析
デ ターは、平均±標準偏差（ mean±SD） で示した。
統計解析は、まず各群の分散が等しいことを levene test にて確認した。
Levene testの結果、有意差が認められた場合には、 Log変換を行った。
Levene test にて独立した多群の分散（ 母分散） が等しいことを確認した後、
Two-way ANOVA法にて主効果と交互作用について判定した。
さらに多群間の比較には、 Tukeyの多重比較検定を、 2群間の比較には
Student s t -test を用いた。いずれも P<0.01で有意差と判定した。
検定力分析は、Power analysis(G*power 3)にて行った 44)。
G*power  http://www.psycho.uni-duesseldorf.de/abteilungen/aap/gpower3/
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第四項結果
（ １） 経口糖負荷試験
Wistar（ Cont） 群と Wistar(HFD)群では、どのTimeにおいても有意な差
は認められない。同様にGK(Cont)群と GK(HFD)群でも、有意な差は認めら
れない。しかし、Wistar(Cont)群と GK両群を比較した結果、すべてのTime
で有意差が認められた。さらに、GK両群においてインスリン抵抗性の特徴で
ある血糖値が120分後にも低下しない、血糖コントロール不良状態であること
を確認した。このことは、GK両群がインスリン抵抗性を呈していることを示
唆している。同時に、 40%高脂肪食を給餌した群は、インスリン抵抗性ではな
いことを示唆した。
Fig.2-1 OGTT結果
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（ ２） 最終体重・ 総摂食量・ 臓器重量・ 血中グルコース
最終体重の結果、Wistar(Cont)群と比較してGK(Cont)群に有意な差は認め
られなかった。しかし、高脂肪食を負荷した群では、Wistar(Cont)群と比較し
てWistar(HFD)、GK(Cont)群と比較してGK(HFD)群のどちらの群も有意に
最終体重が増加していた。
総摂食量は、 pair-feedingを行ったので、どの群間においても差は認められ
なかった。
内臓脂肪重量の結果、Wistar(Cont)群と比較して、Wistar(HFD)群で上昇傾
向がみられた。同様に、GK(Cont)群と比較して、GK(HFD)群で上昇傾向がみ
られた。Wistar(Cont)と比較して、GK(Cont)では、減少傾向がみられた。
血中グルコースの結果、Wistar両群と比較してGK両群で有意な上昇が認め
られた。Wistar(Cont)群と Wistar(HFD)群、GK(Cont)群と GK(HFD)群には
有意な差は認められなかった。
Table 2  Results of the growth parameters, tissue weight, and serum glucose analysis
Experimental groups Two-way ANOVA
Wistar GK Factors Interactions
Control HFD Control HFD Animal Diet Animal ×Diet
Final body weight(g) 266.4±9.6a 296.3±9.6b 277.1±8.6abc 299.3±10.0b p=0.051 p＜0.001 p=0.342
Food intake(g/day) 12.7±0.2 12.0±0.3 12.7±0.2 12.1±0.7 p=0.662 p=0.002 p=0.951
Adipose tissue(g) 1 7.2±1.1a 8.6±1.2ab 4.4±0.5a 6.2±0.6ac p＜0.001 p=0.001 p=0.580
Glucose(mg/ dl) 143.2±6.0a 150.6±23.4a 292.8±29.7b 263.7±27.9b p＜0.001 p=0.964 p=0.093
The control and high fat diet were given for 10 weeks.
Values are expressed as means ±SD (n=6 per group). The data were tested using Two-way ANOVA. The Tukey-
Kramer test was used for mult iple comparisons among the means. Within a row, significantly different values are 
marked with different superscript letters (a-c) when significant interact ion was observed (p＜0.01).
1 Adiposetissue = Epididymal adipose t issue.
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第五項小括
本節では、食餌誘導性肥満モデルとインスリン抵抗性モデルを作製することを
目的に実験を行った。経口糖負荷試験（ OGTT） を実施した結果、GK-
Control、GK-HFD両群は、Wistar両群に比べて空腹時血糖値が有意に高いこ
と、また経口負荷2時間後でも高血糖状態が維持されていることが示された。
これらは糖尿病の特徴であったことから、両GK群が糖尿病状態であることを
判断した。また、Wistar-HFD群は、他の群と比較し、最終体重と脂肪組織重
量において有意な増加が認められたが、高血糖状態は認められなかったため、
糖尿病を伴わない肥満状態であることを確認した。
以上の結果より、Wistar-Control群をコントロール群、高脂肪食の影響のみ
による変化が解析出来るWistar-HFD群を肥満群とし、また糖尿病モデルとし
てGK ラットを用い、さらに高脂肪食を給餌することで高脂肪食の影響を解析
できる計4群のモデル系の構築ができたものと考えた。
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第八節血中RBP4の解析
第一項 目的
本節では、第一節で作製した2つのモデルラット （ 肥満モデルラットとイン
スリン抵抗性モデルラット） を用いて、血中RBP4の動態を確認する。
先行研究で、肥満やインスリン抵抗性や糖尿病状態で血中のRBP4が上昇す
ることが示された。しかし、血中RBP4の上昇が肥満とインスリン抵抗性のど
ちらに起因しているのかについては明らかにされてはいない。アディポサイト
カインとして、インスリン抵抗性の発症に関与するのか。それとも、インスリ
ン抵抗性を発症してから RBP4が上昇し、さらなる病態を招くのかを明らかに
することはRBP4のアディポサイトカインとしての役割を明らかにするために
必要であると考えた。
そこで、血中RBP4タンパク質レベルを抗RBP4抗体を用いたWestern
blot t ing法を用いて解析を行った。
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第二項 実験方法
１． プロテインアッセイ
タンパク量の調整は、プロテインアッセイラピッドキットワコ （ー Wako）
を用いた。具体的には、血清を 50倍希釈し、 96well マイクロプレ トーに希釈
した検体と標準液を 10µlずつアプライする。遮光下で 20分間静置した。
マイクロプレ トーリーダーにて吸光度を測定した。
２． タンパク質量調整
プロテインアッセイの結果を基に全サンプルを同タンパク質量に調整する。
今回は、血清中のタンパク質を 10µgに調製した
計算式 測定結果(µg/µl)×50(希釈倍率)×X(液量)=10µg
ト タール液量を決定し、それに合わせて 4×buffer と mill i-Qを加える。
上記の方法で調整したサンプルをWestern blott ing法のサンプルとして用い
た。
３． Western blott ing
12%のSDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行った。ゲルをメタノール
処理したPVDF メンブレンで500V、 20mA、 1時間の条件で転写を行った。
転写後のメンブレンを ECL Plusのブロッキング剤を PBSTにて希釈したもの
を室温で1時間撹拌を行いながら、ブロッキングを行った。その後PBSTで3
回洗浄を行い、 5000倍希釈したAnti-RBP4抗体(MERCK MILLIPORE)を
4にて16時間反応させ、その後PBSTにて3回洗浄を行った。 PBSTにて、
HRP標識された抗rabbit  IgG抗体を添加し、室温にて 1時間反応させる。そ
の後、メンブレンを PBSTで3回洗浄し、 ECL-plus (GE Healthcare)の発光
試薬を用いて、Gel-doc(Bio-Rad)にて検出を行った。
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第三項 結果
血中RBP4レベルは、Wistar(Cont)群と比較してWistar(HFD)群では変化し
なかった。しかし、Wistar両群と比較してGK両群では増加していた（ Fig.2-
2）。
Fig.2-2 血中RBP4
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第四項 小括
これまで血中RBP4は、レチノール量に応じて変動すると考えられてきた。し
かし、 Kahnらの報告により、肥満やインスリン抵抗性状態で上昇することが
確認されたが、肥満とインスリン抵抗性のどちらの起因するのかは明らかにな
っていなかった。
本結果から、肥満ではなく インスリン抵抗性に起因して血中のRBP4が上昇す
ることを初めて明らかにした。しかし、この血中RBP4がレチノールと複合体
を形成している holoRBP4なのか、それとも単体で存在しているアポRBP4な
のかは明らかになっていない。また、上昇したRBP4がどの臓器由来なのかを
明らかにする必要があると考える。
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第九節肝臓・ 腎臓・ 脂肪組織中のRBP4遺伝子の発現解析
第一項 目的
血中RBP4がインスリン抵抗性状態で増加することを示した。しかし、増加し
たRBP4がアディポサイトカインとして全身のインスリン抵抗性に寄与してい
るのか。それとも、レチノールを末梢組織へと運ぶために増加しているのかは
明らにしていない。
そこで、まず血中RBP4の増加が、RBP4の合成器官である肝臓、脂肪組織、
腎臓中のいずれに由来するのかについて解析を行った。
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第二項 実験方法
Total RNAの抽出は、RNAiso Plus（ Takara） のプロトコールに基づいて
行った。凍結保存した肝臓、脂肪組織、腎臓を 1g切り出し、RNAiso Plusを
1ml加えてホモジナイズした後、室温で 5分間静置した。 12,000×g 、 4で
5分間遠心を行い、上清を新しい遠心チューブに移した。
クロロホルムを開始容量（ ホモジナイズに用いたRNAiso Plusの液量） の 0.2
倍量加え、混合した。室温で 5分間静置した。 12,000×g、 4で15分間遠心
し、上層の水層を新しい遠心チューブに移した。開始容量の0.5倍量～等量の
イソプロパノールを加えて混合する。室温で 10分間静置した。 12,000×g、
4で10分間遠心し、 75%エタノールを開始容量と等量加えて洗浄を行った。
7,500×g、 4で5分間遠心し、沈澱を残して上清を捨てた。残渣（ RNA画
分） を乾燥させた後、適量のDEPC水にて溶解した。
Total RNAは、NanoDropにて濃度を測定し、 500ngに調製した。
その後、PrimeScriptRT Master Mix(Takara)を用いて、 cDNAへと変換した
mRNA発現量の測定器には、 Light Cycler real-t ime PCR (Roche)を用い、
酵素はSYBR Premix EX Taq Ⅱ(Takara)にてインターカレー法に供した。
ハウスキーピング遺伝子として、 -act inを用い、RBP4発現量の定量を行っ
た。
ForwardおよびReverse primerは、下記の通りである。
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第三項 結果
RBP4の主な合成臓器であると考えられている肝臓中のRBP4遺伝子発現量
の結果は、どの群においても有意な差はみられなかった（ Fig.2-3）。
脂肪組織のRBP4遺伝子発現量は、Wistar両群と比較し、GK両群で有意に
上昇しており、この結果は血中RBP4レベルと同様の傾向を示した(Fig.2-4)。
腎臓中のRBP4遺伝子発現量の結果は、Wistar(Cont)群と比較して
Wistar(HFD)群で有意に上昇していた。しかし、大変興味深いことにGK両群
は、Wistar両群と比較して、劇的に減少していた(Fig.2-5)。
Fig.2-3 肝臓中のRBP4遺伝子発現量
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Fig.2-4 脂肪組織中のRBP4遺伝子発現量
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Fig.2-5 腎臓中のRBP4遺伝子発現量
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第四項 小括
血中RBP4の増加が、RBP4の合成器官である肝臓、脂肪組織、腎臓中のい
ずれに由来するのかについて解析を行った結果、肥満モデルとインスリン抵抗
性モデルでは異なる挙動を示すことを明らかにした（ Fig.2-6）。
脂肪組織のRBP4遺伝子発現量が血中と相関する結果が得られた。他の臓器
で、GK両群の上昇が認められなかったことから、血中RBP4の増加は脂肪組
織由来であることが示唆された。この結果は、先行研究とも一致する。
RBP4の主な合成臓器である肝臓では、高脂肪食を与えた群で上昇傾向がみら
れたが有意な差は見られなかった。これは、高脂肪食になると脂溶性ビタミン
であるレチノールの吸収が増え、体内を循環するレチノール-RBP4が増えてい
るのではないかと考えた。
これまで腎臓は、再吸収と排泄器官であるとの認識が強く 、ビタミン A代謝と
の関連についてはあまり論じられてこなかった。しかし、腎臓中のRBP4がほ
とんど合成できていないのであれば、再吸収されたレチノールは腎臓外に出る
ことはできないのではないか。腎臓にもビタミン Aを貯蔵する機構は存在して
いることはすでに明らかになっている。しかし、インスリン抵抗性でRBP4合
成能が低下している状態でのレチノール代謝についてはこれまで明らかになっ
ていない。
そこで、RBP4合成器官である肝臓、脂肪組織、腎臓のレチノールとその貯蔵
体であるレチニルパルミテイト量について測定することにした。
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Fig.2-6 肥満モデルとインスリン抵抗性モデルにおける RBP4動態
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第十節 血中・ 肝臓・ 腎臓・ 脂肪組織におけるRetinol、Retinyl 
palmitate量の解析
第一項 目的
肥満モデルとインスリン抵抗性モデルで、 RBP4 が異なる挙動を示すことを明
らかにした。しかし、RBP4の元来の役割であるレチノール輸送との関わりにつ
いては、明らかに出来ていない。そこで、血中のレチノール量、肝臓・脂肪組織・
腎臓中のレチノール量、貯蔵体のレチニルパルミテイト量を測定し、各臓器のレ
チノール代謝を明らかにすることを目的に実験を行った。
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第二項 実験方法
（ １） 血清中のレチノール抽出方法
血清0.5ml を褐色試験管に採り、 0.15%BHTを含むエタノールを 1ml加え
る。そこに窒素ガスを置換してボルテックスで 10秒間撹拌した。そこへ更に
n-ヘキサンを 6ml加え、再び、窒素ガスを置換しボルテックスで 1分間撹拌し
た。その後、 2500rpmで5分間遠心し、上清（ ヘキサン） を 4ml分取して褐
色スピッツに移した。それをエバポレ ターーで約40分間濃縮乾固し、エタノ
ール0.5ml を加えて再溶解した。再溶解したサンプルを 20 µl HPLCに注入し
て分析した 45)。
血清0.5ml を褐色試験管に入れる。
¯
0.15%BHTを含むエタノールを 1ml加える。
¯
窒素ガス置換してミキサー で撹拌する。 (10秒)
¯
n-ヘキサンを 6ml加える。
¯
窒素ガス置換してミキサー で撹拌する。 (1分)
¯
2500rpmで5分間遠心分離する。
¯
上清（ ヘキサン） を 4ml分取して褐色スピッツに移す。
¯
エバポレ ターーで濃縮乾固する。
¯
エタノール0.5ml加えて再溶解する。
¯
HPLCで測定する。
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（ ２） 臓器中のレチノール、レチニルパルミテイト抽出方法
各臓器を 1g精秤し、生理食塩水を加えながらホモジナイズして 6ml にメ
スアップした。その懸濁液をボルテックスでよく撹拌し、 0.5ml を褐色試験管
に採り、そこに0.15%BHTを含むエタノールを 1ml加えた。窒素ガスを置換
してボルテックスで10秒間撹拌し、 n-ヘキサン： 酢酸エチル(9:1)を 6ml加え
た。再び、窒素ガスを置換してボルテックスで 10秒間撹拌し、 2500rpmで5
分間遠心分離した。上清(ヘキサン)を 4ml分取して褐色スピッツに移し、それ
をエバポレ ターーで40分間濃縮乾固する。そこに0.5ml エタノールを加え
て、再溶解した。出来上がったサンプルを HPLCに20 µl 注入して分析した
45)。
臓器1gを試験管に入れ、生理食塩水を加えながらホモジナイズして 6ml にメ
スアップする。
¯
懸濁液をよく撹拌し、 0.5ml を褐色試験管に採る。
¯
0.15%BHTを含むエタノールを 1ml加える。
¯
窒素ガス置換してミキサー で撹拌する。 (10秒)
¯
n-ヘキサン： 酢酸エチル（ 9:1） を 6ml加える。
¯
窒素ガス置換してミキサー で撹拌する。 (1分)
¯
2500rpmで5分間遠心分離する。
¯
上清（ ヘキサン） を 4ml分取して褐色スピッツに移す。
¯
エバポレ ターーで濃縮乾固する。
¯
エタノール0.5ml加えて再溶解する。
¯
HPLCで測定する。
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（ ３） 高速液体クロマトグラフィ （ー HPLC） 測定条件
高速液体クロマトグラフィ （ー HPLC） は、 LC-2000Plus（ Jasco） のシステ
ムを用いて測定した。
それぞれ抽出したサンプルを20µl測定に供した。カラムは、Wakosil I I
5C18AR; 4.6 mm × 250 mmを用い、流速は、 1.0ml/min。 325nmと470nm波
長でレチノールとレチニルパルミテイト量を測定した。
移動相は、メタノール： アセトニトリル（ 60:40） を用いて、測定したレチノ
ール量とレチニルパルミテイト量は、臓器重量で除した値で示した。
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第三項 結果
血清中のレチノール量は、Wistar(Cont)群と比較してWistar(HFD)群、GK
両群共に有意に減少していた (Fig.2-7)。
肝臓中のレチノール量は、遺伝的要因に関係なく高脂肪食負荷により有意に
低下していた。レチニルパルミテイト量は、有意差は認められなかったが、レ
チノール量の結果と同様に高脂肪食負荷により低下する結果を得た(Fig.2-8)。
脂肪組織では、肝臓と挙動が異なり、レチノール、レチニルパルミテイト量
ともに遺伝と食餌の両方の影響を受け、GK(HFD)群においてのみ有意に上昇
していることを明らかにした(Fig.2-9)。
腎臓では、RBP4の発現量はインスリン抵抗性で有意に減少していたが、レ
チノール量は、反対にインスリン抵抗性で上昇する結果を得た。
腎臓中のレチニルパルミテイトの結果は、食餌と系統の両方の影響を受け、
GK(HFD)群で上昇した(Fig.2-10)。
Fig.2-7 血中レチノール量
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Fig.2-8 肝臓中のレチノール、レチニルパルミテイト量
50
Fig.2-9 脂肪組織中のレチノール、レチニルパルミテイト量
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Fig.2-10 腎臓中のレチノール、レチニルパルミテイト量
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第四項 小括
肥満モデルとインスリン抵抗性モデルで、各臓器のRBP4の動態が異なるこ
とを第三節で明らかにした。そこで、次に肥満モデルとインスリン抵抗性モデ
ルがレチノール代謝へどのような影響を及ぼしているのか、またインスリン抵
抗性状態で、脂肪組織から過剰に分泌されたRBP4が血中でレチノールと複合
体を形成しているのか、腎臓中でRBP4の発現が低下している影響を受け、レ
チノール量が増加しているのかについて明らかにする目的でレチノール量とレ
チニルパルミテイト量について測定を行った。
その結果、肝臓では遺伝的要因ではなく高脂肪食負荷により、レチノール
量、レチニルパルミテイト量ともに低下していることを明らかにした。
腸管でのレチノール吸収は、脂肪量が多いとレチノールの吸収率も上昇するこ
とが知られており、高脂肪食により肝臓中のレチノール量は上昇するのではな
いかと考えた。しかし、本結果より高脂肪食負荷によってレチノール量はコン
トロール群と比較して約半分量近くまで減少してしまった。
この原因として、 腸管でのレチノールトランスポ ターーのひとつが高脂肪食
や高コレステロール負荷により吸収率が落ちることが報告されており、吸収量
落ちたのが原因したのではないか。 脂肪肝になると、レチノールを貯蔵して
いる伊東細胞が線維化し、レチノールを貯蔵出来なくなることが報告されてい
る。しかし、本研究では、脂肪肝であったか否かについては確認していない
が、今後、高脂肪食負荷により、脂肪肝やレチノール貯蔵への影響については
調べる必要があると考える。
次に、脂肪組織は肝臓組織と挙動が異なり、レチノール量、レチニルパルミ
テイト量ともに遺伝的要因と環境要因だけでは影響を受けず、両方の影響を受
けて有意に上昇することを明らかにした。
さらに、腎臓組織では、遺伝的要因によりレチノール量が有意に上昇してお
り、反対にRBP4遺伝子発現は遺伝的要因により有意に減少していた。インス
リン抵抗性の腎臓組織において、RBP4が発現できなくなることで、レチノー
ルが腎臓外に出ることが出来ず、腎臓中にレチニルパルミテイトとして貯蔵さ
れるが、一定量しか貯蔵出来ないため、レチノールの形のまま腎臓中で増加し
ているのでないか、また腎臓中のレチノール代謝に変動が起きているのではな
いかと推察した。
そこで、次にインスリン抵抗性の腎臓組織中でレチノール代謝に変動が起きて
いるのかを明らかにしようと考えた。
53
Fig.2-11 RBP4とレチノール量における臓器特異性
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第十一節 肝臓・ 腎臓・ 脂肪組織におけるRALDH、RARb
遺伝子発現の解析
第一項 目的
これまでの結果から、インスリン抵抗性状態での脂肪組織や腎臓でのレチノ
ール代謝に変動が起きていることを示唆してきた。
そこで、さらに臓器中のレチノール代謝を詳細に解析したいと考えた。
しかし、レチノールの活性本体であるレチノイン酸はその存在量が微量であ
り、HPLCでその濃度を調べることは困難である。
そこで、レチナールをレチノイン酸へと変換する酵素である RALDHの
遺伝子発現量を測定することにした。
さらに、RALDHが正に制御されていても、実際にレチノイン酸標的遺伝子を
制御しているのかについては定かではない。そこで、レチノイン酸量依存的に
存在することが知られているRARβの遺伝子発現についても測定した。
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第二項 実験方法
Total RNAの抽出は、RNAiso Plus（ Takara） のプロトコールに基づいて行
った。凍結保存した肝臓、脂肪組織、腎臓を 1g切り出し、RNAiso Plusを
1ml加えてホモジナイズした後、室温で 5分間静置した。 12,000×g 、 4で
5分間遠心を行い、上清を新しい遠心チューブに移した。
クロロホルムを開始容量（ ホモジナイズに用いたRNAiso Plusの液量） の 0.2
倍量加え、混合した。室温で 5分間静置した。 12,000×g、 4で15分間遠心
し、上層の水層を新しい遠心チューブに移した。開始容量の0.5倍量～等量の
イソプロパノールを加えて混合する。室温で 10分間静置した。 12,000×g、
4で10分間遠心し、 75%エタノールを開始容量と等量加えて洗浄を行った。
7,500×g、 4で5分間遠心し、沈澱を残して上清を捨てた。残渣（ RNA画
分） を乾燥させた後、適量のDEPC水にて溶解した。
Total RNAは、NanoDropにて濃度を測定し、 500ngに調製した。
その後、PrimeScriptRT Master Mix(Takara)を用いて、 cDNAへと変換した
mRNA発現量の測定器には、 Light Cycler real-t ime PCR (Roche)を用い、
酵素はSYBR Premix EX Taq Ⅱ(Takara)にてインターカレー法に供した。
ハウスキーピング遺伝子として、 b-act inを用い、RBP4発現量の定量を行っ
た。
ForwardおよびReverse primerは、下記の通りである。
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第二項 結果
肝臓中のRALDH遺伝子発現は、遺伝的影響、環境的影響のどちらの影響も
受けないことを明らかにした(Fig.2-12)。RARβは、レチノイン酸量依存的に
発現するため肝臓では変動していないと考えた。
次に、脂肪組織のRALDH遺伝子発現は遺伝的要因により有意に低下してい
た(Fig.2-13)。そのため、RARβの遺伝子発現を確認したところ、RARβの有
意な差は認められなかった。
腎臓組織では、RALDH遺伝子発現量はWistar(Cont)群と比較して、
GK(Cont)群で有意な低下が認められた(Fig.2-14)。そこで、RARβの遺伝子発
現量を確認したところ、遺伝的要因により有意な低下が認められた。
Fig.2-12 肝臓中のRALDH遺伝子発現量
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Fig.2-13 脂肪組織中のRALDH,RARβの遺伝子発現量
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Fig.2-14 腎臓中のRALDH,RARβの遺伝子発現量
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第四項 小括
これまでに、肥満状態とインスリン抵抗性状態において臓器特異的にRBP4
遺伝子発現量やレチノール量、レチニルパルミテイト量が変動することを明ら
かにした。臓器特異的な変動の中でも、インスリン抵抗性時の腎臓組織におい
て顕著な変動が認められた。
この変動の原因が、レチノール代謝に異常が起きているためではないかと考
え、腎臓組織中のレチノール代謝関連遺伝子の遺伝子発現を確認したところ、
レチノイン酸依存的に発現することが知られている RARβの遺伝子発現量が顕
著に減少していた。
この結果から、インスリン抵抗性状態の腎臓組織では、RBP4が発現できない
だけでなく 、レチノールの活性本体であるレチノイン酸の活性が何らかの理由
により活性が落ちていることを示した。
レチノイン酸によって制御されている遺伝子は300以上確認されており、糖尿
病の合併症の一つとして知られている糖尿病性腎症などの原因のひとつになっ
ているのではないかと推察した。
そこで、まずこのRARβの遺伝子発現量の減少が、レチノール代謝に変動が起
きているのか、RARβ特異的な変動なのかを確認するため、別のレチノール標
的遺伝子発現量を測定することにした。
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第十二節 腎臓組織におけるHSP70遺伝子の発現解析
第一項 目的
インスリン抵抗性状態の腎臓組織におけるレチノール代謝変動を確認する目
的で、レチノイン酸標的遺伝子であり、さらに、腎障害のマーカ とーしても用い
ることが出来るHSP70遺伝子発現量を解析することにした。
HSP70とは、Heat shock protein 70の略である 46-50)。名前の通り、熱スト
レスを始め、様々 なストレス応答するタンパク質であり、糖尿病の合併症である
腎障害はストレス応答が低下することが知られています。
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第二項 実験方法
（ １） 実験動物および飼育方法
動物実験は、東京農業大学動物実験委員会の承認を受けて行った。
4週齢雄性のWistar ラット 10匹と 4週齢雄性のGK ラット 10匹を日本クレ
アより購入した。環境に適応させるため個別ケージにて標準飼料である AIN-
93Gを与え、自由摂食・ 自由摂水にて 10週間飼育を行った。明暗サイクルは、
12時間。室温は、23 、湿度50%±5%。解剖の12時間前から飼料を抜き、絶
食を行った。
解剖は、腹腔内にソムノペンチル(ペントバルビタール 64.8 ㎎/ml 含有)を麻酔
後、心臓採血を行い、臓器を摘出し、素早く液体窒素にて凍結し、 -80の冷凍
庫にて保管。肝臓は、生理食塩水にて灌流を行った後、液体窒素にて凍結し、 -
80の冷凍庫にて保管。血液は、 3000 rpmで15分間遠心分離後、速やかに生
化学的解析に用い、残りの血清を 200 µlずつ分注し、-80の冷凍庫にて保管し
た。
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（ ２） 遺伝子発現解析
Total RNAの抽出は、RNAiso Plus（ Takara） のプロトコールに基づいて行っ
た。凍結保存した肝臓、脂肪組織、腎臓を 1g切り出し、RNAiso Plusを 1ml
加えてホモジナイズした後、室温で5分間静置した。 12,000×g 、 4で5分
間遠心を行い、上清を新しい遠心チューブに移した。
クロロホルムを開始容量（ ホモジナイズに用いたRNAiso Plusの液量） の 0.2
倍量加え、混合した。室温で 5分間静置した。 12,000×g、 4で15分間遠心
し、上層の水層を新しい遠心チューブに移した。開始容量の0.5倍量～等量の
イソプロパノールを加えて混合する。室温で 10分間静置した。 12,000×g、
4で10分間遠心し、 75%エタノールを開始容量と等量加えて洗浄を行った。
7,500×g、 4で5分間遠心し、沈澱を残して上清を捨てた。残渣（ RNA画
分） を乾燥させた後、適量のDEPC水にて溶解した。
Total RNAは、NanoDropにて濃度を測定し、 500ngに調製した。
その後、PrimeScriptRT Master Mix(Takara)を用いて、 cDNAへと変換した
mRNA発現量の測定器には、 Light Cycler real-t ime PCR (Roche)を用い、
酵素はSYBR Premix EX Taq Ⅱ(Takara)にてインターカレー法に供した。
ハウスキーピング遺伝子として、 b-act inを用い、RBP4発現量の定量を行っ
た。
ForwardおよびReverse primerは、下記の通りである。
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第三項 結果
Wistar ラットと比較して、RBP4、RALDH、RARβの遺伝子発現量は、GK
ラットで有意に低下していることを示した。
この結果は、これまでのインスリン抵抗性モデルの結果と同様の傾向性を示し
た。
そこで、このインスリン抵抗性モデルの腎臓で、レチノイン酸応答遺伝子の発
現が低下しているか、また、ストレス応答が低下しているかを明らかにする目的
でHSP70の遺伝子発現量を測定した。
その結果、Wistar ラットと比較してGK ラットでHSP70遺伝子発現量が有
意に低下していることを明らかにした。
Fig.2-15 HSP70遺伝子発現解析
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第四項 小括
これまで、体内のレチノールのほとんどが肝臓に貯蔵されていることから、レ
チノールの代謝研究は肝臓を中心に解析されてきた。しかし、本研究により、イ
ンスリン抵抗性状態の腎臓でレチノール代謝が変動していることを明らかにし
てきた。さらに、本節の結果から、レチノイン酸標的遺伝子発現が低下すること
により、ストレス応答が下がることを示唆した。
このことから、肝臓だけでなく腎臓中のレチノール代謝を解析する必要がある
と考える。その理由として、糖尿病の合併症として、血管に糖負荷がかかること
で血管障害おき、網膜症や腎症、神経障害を起こすことが知られているが、腎症
の原因が血管障害だけでなく 、レチノールの代謝障害がひとつの原因であると
の可能性を示すことができた。
しかし、今回はインスリン抵抗性モデルとして GK ラットのみを用いており、
腎臓の変動が GK ラット特異的であるのか、インスリン抵抗性で共通にみられ
る変動なのかを明らかにする必要があると考える。
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第三章
転写因子PSMB1の核内移行によるRBP4遺伝子発現解析
機構の解析
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第一節 RBP4遺伝子発現機構
先行研究で、脂肪組織のRBP4 が肥満やインスリン抵抗性状態で上昇するこ
とが明らかになった 7)。また、本研究により脂肪組織のRBP4 遺伝子発現上昇
は、肥満ではなく 、インスリン抵抗性に起因することを明らかにした。しかし、
インスリン抵抗性でなぜRBP4 発現が上昇するのかについては明らかに出来て
いない。
そこで、インスリン抵抗性状態でなぜRBP4 が上昇するのかを明らかにする
ことを目的に実験を行うことにした。
これまでに、井上らは、脂肪細胞の GLUT4 を特異的にノックアウトした細胞
（ G4KD-L1） でRBP4遺伝子発現が上昇し、インスリン抵抗性状態になってい
ることを確認した（ Fig.3-1） 49)。またこの細胞を用いて、RBP4遺伝子のプロモ
ターー領域を確定するとともに、このプロモ ターー領域に結合する新規転写因
子20 S proteasome suunit  eta type 1 (PSMB1)を同定した（ Fig.3-2）。この
PSMB1は、20Sプロテアソームを構成するサブユニットのひとつとして知られ
ている 50)。さらに、このPSMB1は、すでに転写因子として機能することが知
られていた。井上らは、G4KD-L1ではPSMB1が核内に多く局在していること
を示した（ Fig.3-3）。しかし、このPSMB1がどのように核内移行するのかにつ
いては明らかになっていない。
そこで、本章ではこの核内移行に焦点をあて解析を行った。
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第一節 PSMB1のドメイン解析
第一項 目的・ 実験方法
RBP4 の新規転写因子である PSMB1 が、インスリン抵抗性状態の脂肪細胞
で核内に多く局在することが明らかになっている。
そこで、なぜインスリン抵抗性状態で核内に移行するのかは、PSMB1のリン酸
化修飾が核内移行に影響するのではないかと仮説をたて、まずはリン酸化サイ
トを検索することにした。
リン酸化サイト は、様々な翻訳後修飾を検索することが出来る In si l ico 
analysis(PhosphoSitePlus: http://www.phosphosite.org/homeAction.do) を
用いて行った。
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第二項 結果
In si l ico analysisにて、PSMB1のリン酸化サイトを reference数が5報以上
に限り解析したところ、PSMB1 の 149 番目のチロシンが推定上のリン酸化サ
イトであると同定した。
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第三項 小括
In sil ico analysisの結果から、推定上のリン酸化サイトである Y149のリン
酸化サイトに着目した。
Y149のリン酸化サイトに注目した理由として、 Y149に隣接したアミノ酸のシ
クーエンスが様々 な動物種でよく保存されている（ Fig.3-1） ため、このモチー
フが機能的に重要であることを示唆していると考えた。
Fig.3-1 PSMB1アミノ酸シ クーエンス
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第三節 PSMB1 の Y149 のリン酸化が核移行と RBP4 の転写に
及ぼす影響解析
第一項 目的・ 実験方法
PSMB1が、インスリン抵抗性状態でどのように核内移行するのかについて明
らかにする目的で、PSMB1のリン酸化サイトの同定を試みた。
そこで、このリン酸化サイトをチロシン（ Y） からフェニルアラニン（ F） に人
工的にリン酸化できない変異体を作製し（ Fig.3-2）、PSMB1の核内移行が変化
するのかについて、脂肪細胞を用いて解析することにした。
3T3-L1細胞に変異149Yを pEGFP-N2発現ベクターにGFPと共に強制発現
させ、細胞内局在を調べた。
さらに、実際に RBP4 の転写が上昇しているかについて、ルシフェラーゼア
ッセイ法により解析した
。
Fig.3-2 Y149F変異体
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第二項 結果
3T3-L1細胞を用いて、PSMB1の細胞局在を調べたところ、WTでは
PSMB1が核と細胞質の両方に発現しているのに対し、Y149F変異体では主に
核に局在していることを確認した（ Fig.3-3） 。さらに、ルシフェラーゼアッセ
イ法を用いて、Y149F変異体で濃度依存的にRBP4の発現が上昇しているこ
とを確認した（ Fig.3-4） 。
Fig.3-4 PSMB1細胞内局在
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Fig.3-4 ルシフェラーゼアッセイ
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第三項 小括
井上らにより、インスリン抵抗性状態でのRBP4遺伝子発現機構にはPSMB1
が転写因子として機能していることを明らかにした。
本章の結果と井上らの先行研究から、リン酸化された状態では PSMB1 は核内
に移行されないが、リン酸化できない状態では、PSMB1が核内に移行し、RBP4
の遺伝子発現を上昇させていることを明らかにした（ Fig.3-5）。
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Fig.3-5 PSMB1の核内移行
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第四章
総括
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第一節 総括
レチノール結合タンパク質（ Retinol Binding Protein 4） は主に肝臓から合成
され、ビタミン A（ Retinol） と結合してビタミン Aを末梢組織へ輸送するのに
重要な役割をしているタンパク質である。近年、KahnらがRBP4は肝臓のみな
らず、脂肪組織でも発現・分泌されることや、肥満に起因したインスリン抵抗性
を伴う糖尿病（ 2 型糖尿病） 状態では脂肪組織由来のRBP4 発現量が増加して
いることを報告した（ 引用文献）。しかし、 Kahn らは、RBP4の変動がいつ起
こるのかについては明確にしておらず、2型糖尿病の主原因である肥満の関与に
ついては不明であった。また、RBP4の変動が末梢組織におけるビタミン A 代
謝に及ぼす影響については、いまだ報告例がない。加えて、インスリン抵抗性に
おける脂肪組織のRBP4の遺伝子発現調節機構についても不明である。
そこで、本研究ではRBP4の変動メカニズムおよびビタミン A代謝への影響
を明らかにする目的で、食餌による単純性肥満モデルと自然発症的にインスリ
ン抵抗性を惹起する 2 つの異なるモデルラットを用い、解析を行った。さらに
脂肪組織における RBP4 遺伝子発現制御メカニズムをインスリン抵抗性モデル
細胞を用いて解析した。
実験1 食餌性肥満と非肥満型糖尿病がRBP4 発現量と Retinol 代謝に及ぼす
影響解析
（ 1） 食餌性肥満モデルと非肥満型2型糖尿病モデルの作製
今回の実験では、肥満モデルと明確に区別出来るインスリン抵抗性を惹起す
るモデルとして非肥満型 2 型糖尿病モデルの作製を検討した。一般に糖尿病モ
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デルラットとして、OLETFラットやZucker ラットが多く実験に用いられてい
るが、これらのモデルは食欲中枢に作用し、過食によって肥満を呈し、インスリ
ン抵抗性から糖尿病を発症するモデルである。一方、GK ラットは、後藤・ 柿崎
らによって作出された 2 型糖尿病モデルラットであり、肥満を伴わないことを
特徴とすることから、非肥満型2型糖尿病モデルとして用いることとした。
具体的な飼育条件としては、以下のように設定した。Wistar 系4週齢の雄性
ラットに、コントロール食（ AIN-93G）を給餌した群をコントロール群(Wistar-
Control)、また高脂肪食（ 40％脂肪） を給餌した群を肥満群（ Wistar-HFD） と
し、高脂肪食による影響の解析群とした。一方、非肥満型2型糖尿病モデルラッ
トであるGK ラットにAIN-93G を給餌した群を糖尿病群（ GK-Control）、GK
ラットに高脂肪食を給餌した群（ GK-HFD） とし、Wistar-Control 群に対して
の糖尿病発症群を設定するとともに、GK ラットに対する高脂肪食の影響を解析
した。摂取するビタミン Aの量を揃えるためにコントロール群を基準とし Pair-
feedingを行い、それぞれの群のラットを 10週間飼育した。解剖3日前に経口
糖負荷試験（ OGTT） を実施した結果、GK-Control、GK-HFD両群は、Wistar
両群に比べて空腹時血糖値が有意に高いこと、また経口負荷 2 時間後でも高血
糖状態が維持されていることが示された。これらは糖尿病の特徴であったこと
から、両GK群が糖尿病状態であることを判断した。また、Wistar-HFD群は、
他の群と比較し、最終体重と脂肪組織重量において有意な増加が認められたが、
高血糖状態は認められなかったため、糖尿病を伴わない肥満状態であることを
確認した。
以上の結果より、Wistar-Control 群をコントロール群、高脂肪食の影響のみ
による変化が解析出来る Wistar-HFD 群を肥満群とし、また糖尿病モデルとし
て GK ラットを用い、さらに高脂肪食を給餌することで高脂肪食の影響を解析
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できる計4群のモデル系を構築できたものと考えた。
(2) 血中RBP4の解析
はじめに血中RBP4 の変動が肥満に起因するのか、インスリン抵抗性に起因
するのかを明らかにする目的で、ウエスタンブロッティング法を用いて RBP4
の発現量の解析を行った。その結果、血中RBP4は非肥満型2型糖尿病モデル
（ GK両群） では増加していたが、肥満モデル（ Wistar-HFD） では変化しなか
った。血中RBP4 の増加は、これまで肥満やインスリン抵抗性で起こるとされ
てきたが、今回の実験で肥満ではなく インスリン抵抗性によって惹起されるこ
とを初めて明らかにした。
(3)肝臓・ 腎臓・ 脂肪組織中のRBP4遺伝子の発現解析
血中RBP4の増加が、RBP4合成の器官である肝臓・ 腎臓・ 脂肪組織のいずれ
に由来するのかについて解析を行った。各組織より、RNAを抽出し特異的プラ
イマーにより、 qRT-PCR 法にて解析を行った。その結果、RBP4 の発現量は、
肝臓ではコントロール群と比較して肥満・ 糖尿病による影響はなかったのに対
し、脂肪組織では、RBP4の遺伝子発現量はコントロール群と比較して糖尿病群
で有意に上昇していた。また、腎臓のRBP4 遺伝子発現量はコントロール群と
比較して糖尿病群で有意に低下していた。
以上の結果より、RBP4の発現量は、脂肪組織において従来の報告通り糖尿病
によって上昇することを確認した。それに対して肝臓では、糖尿病でも肥満でも
発現量は影響を受けないこと、腎臓では糖尿病によってのみ著しく 低下するこ
とを新たに見出した。
(4)血中、肝、腎、および脂肪組織における Retinol、Retinyl palmitate量の測
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定
血中RBP4レベルが、肥満モデルとインスリン抵抗性モデルで異なることから、
血中 ret inol の輸送にも影響が出ている可能性があると考えた。そこで、血中
ret inol 量および、主要なビタミン A 代謝臓器である肝臓、腎臓、脂肪組織の
ret inol量とその貯蔵型である ret inyl palmitate量を測定した。
常法に従い、 ret inol、および、 ret inyl palmitateを試料より抽出し HPLC法に
より定量解析を行った。その結果、血中ret inol量は、肥満・ 糖尿病のどちらも
コントロール群と比較して有意に減少していた。従って、 ret inol と結合しない
RBP4（ アポ型 RBP4） が増加していることが示唆された。さらに、肝臓中の
ret inol量はコントロール・糖尿病群共に高脂肪食により有意に減少した。また、
肝臓中のret inyl palmitate量については、ret inol と同様の挙動を示した。一方、
脂肪組織では、コントロール群では高脂肪食の影響を受けなかったものの、糖尿
病群では高脂肪食により ret inol量は有意に増加し、ret inyl palmitate量につい
ては、 ret inol と同様の挙動を示した。さらに、腎臓では、高脂肪食による影響
は見られなかったものの ret inol 量は糖尿病群で有意に上昇しており、 ret inyl 
palmitate量は、糖尿病群に高脂肪食を給餌することで増加していた。
以上の結果から、肥満と糖尿病におけるビタミン A 代謝が各臓器で異なること
を明らかにした。
(5)各臓器中のRALDH、RARの遺伝子発現解析
Retinolはret inal を経て ret inoic acidへと代謝され核内受容体を介して細胞の
分化・増殖などの遺伝子発現を制御することが知られている。そこで、活性本体
である ret inoic acidについて解析した。はじめに ret inoic acidへ変換させる酵
素RALDHの遺伝子発現と ret inoic acid量によって遺伝子発現量が制御されて
80
いるRARの遺伝子発現を解析した。
その結果、RALDHは肝臓では変化が見られなかったが、脂肪組織において、糖
尿病群で有意な減少がみられた。脂肪組織の ret inoic acid量は糖尿病群によっ
て影響を受けていることが推察された。また、腎臓のRALDH も糖尿病で有意
に低下した。RAR の解析から、脂肪組織では各群で変化が見られなかったもの
の、腎臓においてはコントロール群と比較して高脂肪食群で有意に増加し、糖尿
病群において有意に減少していた。
このことから、腎臓では糖尿病によって RALDH の発現量の低下に伴って
ret inoic acidの生産量が低下し、ビタミン Aの活性本体である ret inoic acidの
産生量が脂肪組織と腎臓において大きく ことなることを初めて明らかにした。
実験2 転写因子PSMB1の核内移行による RBP4遺伝子発現調節機構の解析
実験1の結果から、インスリン抵抗性によって脂肪組織のRBP4の遺伝子発
現が変動することが明らかになった。しかし、インスリン抵抗性時の脂肪組織に
おける RBP4 遺伝子発現の調節機構については転写因子も含めて不明な点も多
かった。そこで、井上らはインスリン抵抗性をミミックした脂肪細胞（ GLUT4 
knockdown 3T3-L1 adipocytes） を用いて、RBP4の転写機構を解析した結果、
これまでプロテアソーム構成因子として知られていた20 S proteasome suunit  
eta type 1 (PSMB1)がRBP4 の転写調節因子として機能することを明らかに
した。しかし、PSMB１がRBP4 の遺伝子発現にどの様に作用するかについて
は明確ではなかった。そこで、アミノ酸配列から PSMB1 の機能ドメインの同
定を試みた。
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（ 1） PSMB1のドメイン解析
PSMB1の機能ドメインを Sil ico分析により解析した結果、149番目のチロシン
残基（ Y149）が推定上のリン酸化サイトであることが示された。Y149と隣接し
たアミノ酸のシ クーエンスは、ヒトやマウス、ラットでよく保存されていること
から、このモチ フーが機能的に重要であることが示唆された。
（ 2） PSMB1のY149のリン酸化が核移行と RBP4 の転写に及ぼす影響の解
析
次に、このリン酸化がPSMB1の機能性へ及ぼす影響を解析する目的で、 Y149
のチロシンをフェニルアラニンに置き換えた変異体（ Y149F） をGFP発現ベク
ターに組み込み3T3-L1細胞に強制発現させて、細胞内局在性に及ぼす影響を解
析した。その結果、Y149（ WT）は細胞全体に存在しているのに対し、Y149Fは
核内に局在していることを明らかにした。従って、Y149のリン酸化が核移行に
重要であることが示された。次に、PSMB1の核移行がRBP4の転写に及ぼす影
響について、RBP4 プロモ ターーアッセイを用いて測定した結果、 Y149F では
濃度依存的に転写活性が増加した。これらのことから、PSMB1のY149のリン
酸化がPSMB1の細胞内局在と RBP4の転写活性化の両方に重要であることが
明らかとなった。
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今回、食餌性肥満モデルラット、および非肥満 2 型糖尿病モデルラットを用
い、肥満から糖尿病に至る経過の2つのモデルを用いて RBP4およびビタミン
A代謝に及ぼす変動を解析した。
その結果、RBP4 は肥満ではなく インスリン抵抗性の影響を受けて脂肪組織よ
り分泌され、血中RBP4 が上昇することを明らかにした。また、肝臓ではビタ
ミン A代謝が肥満により強く制御されるのに対して、脂肪組織および腎臓では、
糖尿病により強く 影響を受けることを明らかにした。さらに、脂肪組織での
RBP4 遺伝子発現がインスリン抵抗性によるリン酸化を介したシグナル伝達の
変化に起因することを示した。
本結果によって、ビタミン A の従来の視覚や成長・ 生殖などの機能のみなら
ず、メタボリックシンドロームの発症メカニズムにも深く関与していることを
明らかにすることができた。今後のビタミン A 代謝をターゲットとした新たな
病態の予防や、健康改善の方向性を示す結果であると考える。
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第二節 英文要旨
Oesity is caused mainly y consumpt ion of a diet  with excessive 
calories and is a common risk factor for mult iple disorders, including insulin 
resistance, type 2 diaetes, and cardiovascular diseases. Recent studies have 
shown that adipose tissue is an act ive part icipant  in the regulation of 
endocrine funct ion as it  secretes adipokines, such as lept in, TNF-alpha, 
adiponectin, resist in, angiotensinogen, and PAI -1. In oesity, an excess 
amount of l ipid accumulates in adipose t issue leading to an increase of the fat  
mass and susequent ly to its dysfunct ion.
Retinol-inding protein (RBP4) is a 21 kDa protein that is synthesized 
primari ly in the l iver and white adipose t issue, where i t inds to vitamin A 
(ret inol) and is then secreted into the circulat ion. In addit ion to its role as a 
ret inol carrier protein, studies have revealed that the level of RBP4 
expression is increased in adipose t issue specific glucose t ransporter 4 
(GLUT4) knockout mice. The increase in serum RBP4 level correlates with 
insulin resistance, with the inverse effect eing oserved fol lowing 
administrat ion of an insulin-sensit izing drug. Therefore, RBP4 is now 
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recognized as an adipokine that  may influence insulin resistance.
Previous studies have shown that oth genet ically diaet ic and high-fat 
diet  (HFD) animal models have high levels of serum RBP4. However, in these 
models, animals fed a high-fat diet also had diaet ic symptoms. As a 
consequence, it  remains uncertain whether RBP4 concentrat ion is influenced 
y a high-fat diet or y the diaetic state. 
Several animal models have een developed to study type 2 diaetes. One 
of the most common models, the o/o mouse, is lept in-deficient and shows an 
associat ion etween hyperglycemia and oesity with insulin resistance. In 
contrast , Goto-Kakizaki (GK) rats are a non-oese diaetic model, estalished 
originally y repeated inreeding from Wistar rats selected at  the upper l imit  
of the normal distr iut ion for glucose tolerance. The GK rat  is characterized 
y progressive loss of -cel ls in the pancreat ic islets associated with firosis. 
The main symptom of the GK rat  is impaired insulin secret ion and insulin 
resistance, with nephropathy and peripheral neuropathy occurring as 
complicat ions. Therefore, accumulat ion of l ipid (oesity) in adipose t issue is 
not the main cause of the effect of oesity on RBP4 levels or vitamin A 
metaolism in type 2 diaetes.
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The impact of increasing RBP4 levels on whole ody vitamin A 
metaolism is also uncertain. The purpose of this study was to evaluate the 
effect of a HFD and type 2 diaetes on RBP4 expression and vitamin A 
metaolism in GK rats and rats fed a HFD. We report that GK rats have 
increased serum RBP4 levels. However, a HFD had no effect on serum RBP4 
levels. Most interest ingly, liver ret inol metaolism was affected y a HFD, 
whereas kidney ret inol metaolism was influenced markedly y diaetes. 
This is the first t ime that  kidney ret inol metaolism has een shown to e 
affected y type 2 diaetes.
Oesity is caused mainly y a high intake of fat and is known as a strong 
nutr it ional factor for causing diaetes. On the other hand, diaetes is a 
mult i factorial disease and is affected y various environmental factors in 
addit ion to genetic factors. The two diseases are often considered to e related 
through the development of insulin resistance. I t  is also well  documented in 
animal models that  a HFD induces insulin resistance. The comination of 
accumulat ion of fat in the pancreas, reduced locomotor  act ivity, and impaired 
vasorelaxation induces insulin resistance. On the other hand, Kahn et al. 
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identified that the adipocytokine, RBP4, induces insulin resistance. However, 
whether oesity or diaetes is the main reason for the increase in RBP4 
remains unknown.
Serum RBP4 is the sole specific t ransporter protein for ret inol (vitamin 
A) in the circulat ion, and its single known funct ion is to del iver ret inol to 
t issues. However, the dynamics of ret inol in oesity and diaetes remain 
unclear. We therefore performed an analysis of RBP4 and vitamin A 
metaoli tes using a diet -induced oesity model and a non-oese type 2 
diaetes model. In this study, the GK rat  was used as a non-oese type 2 
diaetes spontaneous model, while Wistar rats, a counter-part of GK rats, 
were given 40% fat for 10 weeks to estalish a diet -induced oesity model. To 
avoid differences in vitamin A intake in the HFD and control diets we chose 
eef tallow ecause it  contains very small amounts of vitamin A. Our results 
confirmed that two types of models, a non-oese diaetes rat  (GK-Cont) and 
non-diaetic oese rat (Wistar-HFD) had een estalished. These animal 
models could e used in further analysis of vitamin A metaolism.
Using these two models, we first  analyzed serum RBP4 and ret inol, and 
showed that serum RBP4 was increased significantly in GK rats (Fig. 1A). We 
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therefore concluded that an elevation in serum RBP4 was more related to 
diabetes than obesity. Similar results have been reported by Kahn et al. who 
showed that increased serum RBP4 levels were associated with insulin 
resistance independent of obesity.
Because it  is known that  ret inol is mobilized from the liver to extrahepatic 
t issues via RBP4 secreted into the circulation (holo-form), base on our results 
we hypothesized that  the RBP4 we measured in our experiments was the apo-
form. However, a similar decrease in serum ret inol level was observed in 
diabetes and obesity. Hyperglycemia and loss of -cell mass are observed in 
associat ion with decreases in serum ret inol and therefore we suggest that 
impaired -cell part ially may lead to a low serum ret inol in GK rats. 
Because adipose t issue, l iver, and kidney are the major sites of RBP4 
expression, we investigated these organs to explain the decrease in ret inol 
levels. Organ-specific responses of ret inol metabolism and expression of RBP4 
and ret inol-related gene expression were observed in adipose t issue, l iver, and 
kidney. I t  has been reported previously that elevated serum RBP4 derived 
from adipose t issue induces an inflammatory cytokine. These findings 
indicate RBP4 is a diabetic marker. Our results showed there was a
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significant increase in RBP4 gene expression in the adipose t issue of GK rats 
(Fig. 3B), leading us to conclude that  elevations in serum RBP4 level were 
produced by adipose t issue. 
We also observed that ret inol in adipose tissue was increased by both 
obesity and diabetes. Moreover, gene expression levels of Raldh were 
decreased significantly by diabetes, indicat ing that product ion of ret inoic acid 
was suppressed. However, we did not  observe a significant difference in 
RAR expression. Retinoic acid is known to improve insulin sensit ivi ty and 
we hypothesize that ret inoic acid product ion may be inhibited in diabetic 
adipose t issue. Further analysis needs to be conducted to confirm this 
possibi l i ty.
In contrast to adipose t issue, the ret inol content  in l iver was decreased 
significantly in obese rats compared to diabetic rats without affect ing RBP4 
or Raldh gene expression. In theory, dietary ret inol is absorbed in the small 
intest ine, with up to 90% of total body ret inol being stored in the liver. We 
therefore concluded that  l iver ret inol uptake could be inhibited in obesity rats.
Final ly, the retinol content in the kidney was increased significant ly in 
diabetes. Expression of RBP4 and Raldh was also decreased markedly by 
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diabetes. Therefore, vitamin A metabolism, especial ly ret inoic acid product ion, 
is l imited in the kidney during diabetes. The GK rat is known to develop 
nephropathy, with disorders of excret ion and resorpt ion in the kidney having 
been reported. I t  is well  known that retinoic acid improves glomerular disease. 
In our experiments we observed a decrease in RAR in GK rats, indicat ing a 
low production of ret inoic acid. Interest ingly HSP70 is the target  gene of 
ret inoic acid and accordingly we analyzed HSP70 expression in another group 
of GK rats and observed a significant decrease in these levels. HSP70 is 
known to act as a molecular chaperone and in protein folding, with decreased 
expression occurring dur ing cancer format ion. On the basis of these findings 
we suggest  that a decrease in kidney HSP70 expression may lead to diabetic 
nephropathy.
In conclusion, our results demonstrate that vitamin A metabolism is 
affected differently in obesity and diabetes. In part icular,ret inol metabolism 
in the kidney is affected great ly by diabetes. From these results, we suggest 
that ret inoic acid treatment may improve diabetes and its associated 
nephropathy.
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Inoue et  al, have reported the identificat ion of a transcript ional act ivat ion 
core DNA -element (GLUT4 knock-down-dependent transcript ional 
act ivation) in the RBP4 promoter of lent iviral shRNA-mediated GLUT4 
knockdown 3T3-L1 adipocytes, and the identificat ion of 20 S proteasome 
subunit  beta type 1 (PSMB1), which binds to the G4KA element. RNA 
interference knockdown of PSMB1 inhibited the expression of a RBP4 
promoter-reporter construct . PSMB1 is a transcript ion factor for RBP4.
In the present study, we investigated the regulat ion of the subcellular 
localizat ion of PSMB1 and observed a t ranslocat ion of Y149F PSMB1 to the 
post-nuclear. Luciferase act ivity was not influenced by the exogenous WT. In 
contrast , luciferase activity was enhanced by the expression of Y149F PSMB1  
in a dose-dependent manner.
These results suggest that the phosphorylation on Y149 site in PSMB1 
contributes to both its cel lular localizat ion and its transcript ional act ivity.
Here we suggest a novel regulation model of RBP4 expression via PSMB1.
These finding may contribute to understand the insulin resistance and RBP4 
expression mechanism.
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